The GATA transcription factor Gaf1 represses tRNA genes, inhibits growth, and extends chronological lifespan downstream of fission yeast TORC1 by Rodríguez-López, M. et al.
1  
 
T h e G A T A tr a n s cri pti o n f a ct or G af 1 r e pr e s s e s  t R N A g e n e s , i n hi bit s 
gr o wt h,  a n d e xt e n d s  c hr o n ol o gi c al lif e s p a n d o w n str e a m of fi s si o n 
y e a st T O R C 1  
 
M arí a  R o drí g u e z -L ó p e z 1, * , S u a m G o n z al e z 2, * , Oli vi a Hill s o n 2 , 3, E d w ar d T u n n a cliff e 1 , 
S a n dr a C o dli n 1, 4 , Vi ct or A. T all a d a 5 , J ür g B ä hl er 1, #  a n d C h ar al a m p o s R alli s 1 ,2, #  
 
1 U ni v er sit y C oll e g e L o n d o n, D e p art m e nt of G e n eti c s, E v ol uti o n & E n vir o n m e nt a n d I n stit ut e 
of  H e alt h y A g ei n g, L o n d o n W C 1 E 6 B T, U. K.  
 
2 S c h o ol of H e alt h, S p ort a n d Bi o s ci e n c e, U ni v er sit y of E a st L o n d o n, Str atf or d C a m p u s, 
L o n d o n E 1 4 4 L Z, U. K.  
 
3 Pr e s e nt a d dr e s s: U ni v er sit y C oll e g e L o n d o n, D e p art m e nt of G e n eti c s, E v ol uti o n & 
E n vir o n m e nt a n d I n stit ut e of  H e alt h y A g ei n g, L o n d o n W C 1 E 6 B T, U. K.  
 
4  Pr e s e nt a d dr e s s: D e p art m e nt of Bi ol o gi c al S ci e n c e s, Bir k b e c k C ol l e g e, U ni v er sit y of 
L o n d o n, L o n d o n W C 1 E 7 H X , U. K. 
 
5  C e ntr o A n d al u z d e Bi ol o g ía d el D e s arr oll o, U ni v er si d a d P a bl o d e Ol a vi d e/ C SI C, S e vill a, 
S p ai n . 
 
* T h e s e a ut h or s c o ntri b ut e d e q u all y t o t hi s w or k.  
 
# C orr e s p o n d e n c e: C h ar al a m p o s R alli s, T el: + 4 4( 0) 2 0 8 2 2 3  6 3 8 8; e m ail: c.r alli s @ u el. a c. u k  
         J ür g B ä hl er , T el: + 4 4( 0) 2 0 3 1 0 8 1 6 0 2, e m ail: j. b a hl er @ u cl. a c. u k 
 
R u n ni n g Titl e :  G af 1 r e pr e s s e s t R N A s f oll o wi n g T O R i n hi biti o n 
 
K e y w or d s : S. p o m b e , T ori n 1 , a g e i n g, tr a n s cri pti o n, R N A p ol y m er a s e III , pr ot ei n 
tr a n sl ati o n, v a c u ol e 
  
.C C- B Y 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s eIt i s m a d e a v ail a bl e u n d er a ( w hi c h w a s n ot p e er-r e vi e w e d) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y.
T h e c o p yri g ht h ol d er f or t hi s pr e pri nt. htt p:// d x. d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ 7 0 0 2 8 6d oi: bi o R xi v pr e pri nt fir st p o st e d o nli n e J ul. 1 2, 2 0 1 9; 
2  
 
 
A b str a ct  
T ar g et of R a p a m y ci n  C o m pl e x 1  (T O R C 1 ) si g n ali n g pr o m ot e s gr o wt h a n d a g e i n g. I n hi biti o n 
of T O R C 1 l e a d s t o a d o w n -r e g ul ati o n of f a ct or s t h at sti m ulat e  pr ot ei n tr a n sl ati o n , i n cl u di n g 
R N A p ol y m er a s e III,  w hi c h i n t ur n c o ntri b ut e s t o l o n g e vit y . T O R C 1 -m e di at e d p o st -
tr a n s cri pti o n al r e g ul ati o n of pr ot ei n tr a n sl ati o n h a s b e e n w ell st u di e d, w hil e a n al o g o u s  
tr a n s cri pti o n al r e g ul ati o n i s l e s s w ell  u n d er st o o d. H er e w e s cr e e n e d  fi s si o n y e a st d el eti o n 
m ut a nt s f or r e si st a nc e  t o T ori n 1 , w hi c h i n hi bit s  T O R C 1  a n d c ell gr o wt h . M ut a nt s l a c ki n g t h e  
G A T A tr a n s cri pti o n f a ct or G af 1 (g af 1 Δ ) gr e w n or m all y e v e n i n hi g h d o s e s of T ori n 1. T h e 
g af 1 Δ  m ut a nt s s h ort e n e d  t h e c hr o n ol o gi c al lif e s p a n  of n o n -di vi di n g c ell s a n d  di mi ni s h e d t h e 
lif e s p a n e xt e n si o n tri g g er e d b y T ori n 1 tr e at m e nt. E x pr e s si o n pr ofili n g a n d g e n o m e -wi d e 
bi n di n g e x p eri m e nt s s h o w e d t h at , aft er T O R C 1 i n hi biti o n,  G af 1 dir e ctl y u p -r e g ul at e d g e n e s 
for  s m all -m ol e c ul e m et a b oli c  p at h w a y s a n d  i n dir e ctl y r e pr e s s ed  g e n e s for  pr ot ei n tr a n sl ati o n . 
S ur pri si n gl y,  G af 1 b o u n d  t o, a n d d o w n-r e g ul at e d t h e t R N A g e n e s, s o al s o f u n cti o n s a s a 
tr a n s cri pti o n f a ct or f or g e n e s tr a n s cri b e d b y R N A p ol y m er a s e III. W e c o n cl u d e t h at G af 1 
c o ntr ol s t h e tr a n s cri pti o n of b ot h c o di n g a n d t R N A g e n e s t o i n hi bit tr a n sl ati o n a n d gr o wt h 
d o w n str e a m of T O R C 1 .  
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I ntr o d u cti o n 
T h e c o n s er v e d T ar g et o f R a p a m y ci n ( T O R)  si g n a li n g p at h w a y i s a k e y r e g ul ator f or  c ell ul ar  
gr o wt h a n d m et a b oli s m  i n r e s p o n s e t o n utri e nts a n d e n er g y  ( G o n z al e z a n d R alli s, 2 0 1 7; 
G o n z ál e z a n d H all, 2 0 1 7; V al v e z a n a n d M a n ni n g, 2 0 1 9; W ei et al., 2 0 1 3) . I n m o st 
or g a ni s m s, T O R f u n cti o n s vi a t w o di sti n ct m ulti -pr ot ei n c o m pl e x e s , T O R C 1 a n d T O R C 2 , 
w hi c h c o or di n at e v ari o u s a s p e ct s of  gr o wt h a n d a s s o ci at e d c ell ul ar pr o c e s s e s  ( H art m ut h 
a n d P et er s e n, 2 0 0 9; I k ai et al., 2 0 1 1) . T O R C 2 i s n ot r e q uir e d f or c ell pr olif er ati o n i n fi s si o n 
y e a st ( S c hi z o s a c c h ar o m y c e s p o m b e ) b ut i s i n v ol v e d i n s e x u al diff er e nti ati o n, str e s s 
r e s p o n s e, a n d a cti n f u n cti o n  ( M at s u o et al., 2 0 0 7; W ei s m a n a n d C h o d er, 2 0 0 1). T O R C 1 
a cti v at e s pr ot ei n s y nt h e si s a n d ot h er a n a b oli c pr o c e s s e s a n d i n hi bit s a ut o p h a g y a n d ot h er 
c at a b oli c pr o c e s s e s. A cti v e T O R C 1 f u n cti o n s o n l y s o s o m e s , or v a c u ol e s i n y e a st, i n 
r e s p o n s e t o gr o wt h or n utriti o n al si g n al s  ( Bi n d a et al., 2 0 0 9; C hi a et al., 2 0 1 7; P o ü s a n d 
C o d o g n o, 2 0 1 1; V al b u e n a et  al., 2 0 1 2) .  
 
I n all or g a ni s m s t e st e d, T O R C 1 si g n ali n g pr o m ot e s a g ei n g a n d s h ort e n s lif e s p a n ( G o n z al e z 
a n d R alli s, 2 0 1 7; G o n z ál e z a n d H all, 2 0 1 7; K a e b erl ei n, 2 0 1 0; W ei et al., 2 0 1 3) . Lif e s p a n i s 
i nfl u e n c e d b y m ulti pl e  T O R C 1 -d e p e n d e nt pr o c e s s e s , i n cl u di n g mit o c h o n dri al a cti vit y  ( Hill 
a n d V a n R e m m e n, 2 0 1 4) , a ut o p h a g y ( S a xt o n a n d S a b ati ni, 2 0 17) , a n d pr ot ei n tr a n sl ati o n 
( Bj e d ov a n d P artri d g e, 2 0 1 1; R alli s et al., 2 0 1 3) . G l o b al pr ot ei n tr a n sl ati o n i s c o ntr oll e d  p o st -
tr a n s cri pti o n all y b y  T O R C 1, vi a  dir e ct p h o s p h or yl ati o n of  t h e ri b o s o m al S 6 ki n a s e s ( S 6 K) 
a n d t h e tr a n sl ati o n f a ct ors  eI F 2 α  a n d  4 E -B P  ( M a a n d Bl e ni s, 2 0 0 9). I n hi biti o n of S 6 K  
f u n cti o n c a n e xt e n d lif e s p a n i n fi s si o n y e a st a n d ot h er or g a ni s m s  ( Bj e d o v et al., 2 0 1 0; R alli s 
et al., 2 0 1 4; R o u x et al., 2 0 0 6; S el m a n et al., 2 0 0 9) . 
 
B e si d e s p o st -tr a n s cri pti o n al m e c h a ni s m s, T O R C 1 pr o m ot e s  gl o b al tr a n sl ati o n al c a p a cit y  
a n d a g ei n g  vi a  tr a n s cri pti o n al r e g ul ati o n ( V al v e z a n a n d M a n ni n g, 2 0 1 9). It sti m ul at e s t h e 
tr a n s cri pti o n of all ri b o s o m al R N A s  vi a b ot h R N A p ol y m er a s e s  I a n d III ( P ol I a n d P ol III) 
(I a d e v ai a et al., 2 0 1 4), alt h o u g h t h e m e c h a ni s m s ar e p o orl y u n d er st o o d. S o m e e vi d e n c e 
s u g g e st s t h at T O R C 1 r e g ul at e s P ol  I tr a n s cri pti o n vi a g e n er al tr a n s cri pti o n f a ct or s ( H a n n a n 
et al ., 2 0 0 3; M a y er et al., 2 0 0 4). T O R C 1 al s o r e g ul at e s t h e c o n s er v e d M af 1 pr ot ei n w hi c h 
dir e ctl y i n hi bit s P ol III  ( C ai a n d W ei, 2 0 1 5; Gr a c z y k et al., 2 0 1 8; Mi c h el s et al., 2 0 1 0; S h or et 
al., 2 0 1 0; W ei a n d Z h e n g, 2 0 1 0; W ei et al., 2 0 0 9) . P ol III  tr a n s cri b e s t h e hi g hl y a b u n d a nt 5 S 
ri b o s o m al R N A s a n d tr a n sf er R N A s (t R N A s) w hi c h ar e c e ntr al f or  tr a n sl ati o n, b e si d e s s o m e 
ot h er s m all R N A s  ( Ari m b a s s eri a n d M ar ai a, 2 0 1 6). Gi v e n t h e  f o c u s o n pr ot ei n-c o di n g g e n e  
tr a n s cri pti o n, t h e re g ul ati o n of P ol III tr a n s cri pti o n i s l e s s w ell u n d er st o o d. A r e c e nt st u d y  
s h o w s t h at  P ol III  a cti vit y li mit s lif e s p a n d o w n str e a m of T O R C 1 ( Fil er et al., 2 0 1 7). T o g et h er, 
th e s e fi n di n g s s u g g e st t h at T O R C 1 -m e di at e d c o ntr ol of tr a n s cri pti o n b y P ol III i s u ni v er s all y 
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i m p ort a nt f or gl o b al tr a n sl ati o n a n d a g e i n g. H o w e v er , n o s p e cifi c tr a n s cri pti o n f a ct ors h a v e 
b e e n i d e ntifi e d t h at bi n d t o P ol III -d e p e n d e nt pr o m ot er s a n d t h u s m e di at e  tr a n sl ati o n al 
c o ntr ol a n d lif e s p a n. 
 
H er e w e s h o w t h at t h e c o n s er v e d G A T A tr a n s cri pti o n fa ct or G af 1 i s r e q uir e d f or T O R C 1-
m e di at e d s u p pr e s si o n  of c ell gr o wt h i n fi s si o n y e a st . U p o n T O R C 1  i n hi biti o n, G af 1 n ot o nl y 
bi n d s t o pr o m ot er s of c ert ai n pr ot ei n -c o di n g g e n e s, b ut al s o t o t h e P ol III -tr a n s cri b e d t R N A 
g e n e s  w hi c h l e a d s t o t h eir  r e pr e s si o n. M ut a nt c ell s l a c ki n g G af 1 f e at ur e a s h ort e n e d 
c hr o n ol o gi c al lif e s p a n . O ur r e s ult s u n c o v er a  tr a n s cri pti o n f a ct or d o w n str e a m of T O R C 1 t h at 
dir e ctl y i n hi bit s tr a n s cri pti o n of t h e t R N A g e n e s , pr o vi di n g a gl o b al  m e c h a ni s m f or 
tr a n s cri pti o n al c o ntr ol of pr ot ei n tr a n sl ati o n t h at pr ol o n g s lif e s p a n .  
 
 
R e s ult s  a n d D i s c u s si o n 
G e n e s r e q ui r e d f or  T O R -m e di at e d  gr o wt h i n hi biti o n  
T O R C 1 a n d T O R C 2 c a n b e s el e cti v el y i n hi bit e d b y T ori n 1 , a n A T P-a n al o g u e  w hi c h bl o c k s 
c ell pr olif er ati o n i n fi s si o n y e a st ( At ki n et al., 2 0 1 4; T h or e e n et al., 2 0 0 9). U si n g a l o w d o s e of 
T ori n 1 ( 5 µ M ), fi s si o n y e a st m ut a nt s h a v e r e c e ntl y b e e n s cr e e n e d f or r e si st a n c e a n d 
s e n siti vit y t o r e d u c e d T O R si g n ali n g  ( Li e et al., 2 0 1 8). H er e w e s cr e e n e d m ut a nt s  u n d er a 
f our -f ol d hi g h er  d o s e of T ori n 1 ( 2 0 µ M ). T hi s d o s e c o m pl et el y bl o c k e d c ell gr o wt h  ( Fi g. 1 A ) 
a n d r e d u c e d t h e si z e of b ot h c ell s  a n d v a c u ol e s  ( Fi g. 1 B ). G l o b al pr ot ei n tr a n sl ati o n w a s al s o 
r e d u c e d b y T ori n 1, a s r efl e ct e d b y r e d u c e d p h o s p h or yl ati o n of ri b o s o m al S 6  pr ot ei n a n d a n 
i n cr e a s e i n b ot h t ot al a n d p h o s p h or yl at e d f or m s of eI F 2 α ( Fi g.  1 C ). T o g et h er, t h e s e c ell ul ar 
p h e n ot y p e s l o o k li k e t h o s e tri g g er e d b y c o m bi n e d c aff ei n e a n d r a p a m y ci n tr e at m e nt , w hi c h 
bl o c k s  T O R C 1 f u n cti o n ( R alli s et al., 2 0 1 3). W e c o n cl u d e t h at T ori n 1 l e a d s t o p h e n ot y p e s 
t h at ar e di a g n o sti c f or str o n g T O R C 1 i n hi biti o n.  
 
W e  s c r e e n e d f or d el eti o n m ut a nt s t h at c a n s u p pr e s s t h e str o n g gr o wt h i n hi biti o n b y 2 0 µ M  
T ori n 1 . T w o i n d e p e n d e nt d el eti o n li br ari e s w er e s cr e e n e d i n t w o r e p e at s e a c h  ( Fi g. 1 D). Fi g. 
1 E  s h o w s e x a m pl e s of r e si st a nt m ut a nt c ol o ni e s . O v er all, 1 9  m ut a nt s w er e r e si sta nt  t o 
T ori n 1 -m e di at e d gr o wt h i n hi biti o n  i n all 4 r e p e at s (T a bl e S 1 ), 9  of w hi c h h a v e  b e e n i d e ntifi e d 
i n t h e pr e vi o u s s cr e e n  ( Li e et al., 2 0 1 8). W e i n d e p e n d e ntl y v ali d at e d t h e 1 9  r e si st a nt m ut a nt 
str ai n s , b ot h b y P C R a n d b a c k cr o s s i n g t o a wil d-t y p e str ai n. T h e b a c k cr o s s e d m ut a nt s w er e 
s p ott e d o n pl at e s wit h  T ori n 1 t o c o nfir m t h at t h e dr u g -r e si st a nt p h e n ot y p e w a s li n k e d t o t h e 
pr e s e n c e of t h e d el eti o n c a s s ett e. W hil e wil d -t y p e c ell s di d n ot gr o w at all i n T ori n 1, all 1 9 
m ut a nt s m a n a g e d t o gr o w at l e a st  t o s o m e e xt e n d i n t h e diff er e nt  c o n c e ntr ati o n s  of T ori n 1  
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( Fi g. 1 F ). F o ur m ut a nt s w er e c o m pl et el y r e si st a nt t o T ori n 1 at all c o n c e ntr ati o n s, s h o wi n g 
si mil ar gr o wt h a s o n u ntr e at e d m e di u m ( Fi g. 1 F , r e d fr a m e s).  
 
S o m e m ut a nt s f e at ur e  m ulti -dr u g r e si st a n c e  r at h er t h a n re si st a n c e t o s p e cifi c dr u g s  
( D a w s o n et al., 2 0 0 8). T o e x cl u d e t hi s p o s si bilit y f or t h e T ori n 1 -r e si st a nt m ut a nt s, w e 
a s s a y e d  t h eir gr o wt h i n t h e pr e s e n c e of f o ur ot h er dr u g s  ( do x y c y cli n e, c a d mi u m s ulf at e, 
bl e o m y ci n a n d c y cl o h e xi mi d e) . T hi s a n al y si s s h o w e d t h at all  m ut a nt s w er e  at l e a st a s  
s e n siti v e  t o t h e ot h er dr u g s  a s t h e wil d -t y p e c o ntr ol ( Fi g. S 1 A), i n di c ati n g t h at t h eir T ori n 1 
r e si st a n c e c a n n ot b e e x pl ai n e d b y m ulti -dr u g r e si st a n c e . C o ul d t h e r e si st a n c e of s o m e 
m ut a nt s si m pl y r efl e ct t h at t h e y c a n n ot t a k e u p T ori n 1 ? T o e x cl u d e t hi s p o s si bilit y, w e t e st e d 
w h et h er t h e T ori n 1 -r e si st a nt m ut a nt s still s h o w e d a n y  of t h e ot h er p h e n ot y p e s c a u s e d b y 
T O R C 1 i n hi biti o n ( Fi g. 1 B, C). T h e m ut a nt s still s h o w e d r e d u c e d l e v el s of ri b o s o m al S 6 
pr ot ei n p h o s p h or yl ati o n  aft er T ori n 1 tr e at m e nt , e x c e pt a c a 1 Δ  ( Fi g. S 1 B ), a n d d e cr e a s e d  c ell 
si z e , i n cl u di n g a c a 1 Δ  ( Fi g. S 1 C). T o g et h er, t h e s e r e s ult s i n di c at e t h at T ori n 1 i s t a k e n u p b y 
t h e m ut a nt c ell s w hi c h r e v e al diff er e nt s e n siti viti e s t o diff er e nt T O R C 1 f u n cti o n s . M or e o v er, 
i n all b ut t h e a c a 1 Δ  m ut a nt , t he gr o wt h r e si st a n c e t o T ori n 1 m a y  b e i n d e p e n d e nt of 
tr a n sl ati o n al c o ntr ol b y ri b o s o m al S 6 p h o s p h or yl ati o n.  
 
T h e  1 9 g e n e s i d e ntifi e d i n o ur s cr e e n f u n cti o n i n a s p e cifi c s et of  c ell ul ar pr o c e s s e s ( Fi g. 1G ; 
T a bl e S 1 ). Ve si c ul ar  tr a n s p ort a n d v a c u ol ar f u n ctio n s w er e a s s o ci at e d wit h  1 3 g e n e s , si x  of 
w hi c h  e n c o di n g c o m p o n e nt s of e n d o s o m al  s orti n g c o m pl e x e s r e q uir e d f or tr a n s p ort 
(E S C R T ). I nt er e sti n gl y, m a n y of t h e s e pr ot ei n s ar e p art of t h e r ec e ntl y di s c o v er e d N br 1 -
m e di at e d v a c u ol ar t ar g eti n g ( N V T) a ut o p h a gi c s y st e m ( Li u et al., 2 0 1 5) . T h e N V T p at h w a y  
d o e s n ot c o nt ai n c or e At g pr ot ei n s  b ut  d e p e n d s o n E S C R T s  a n d t h e m ulti-v e si c ul ar b o d y  t o 
d eli v er s ol u bl e c ar g o e s t o t h e v a c u ol e . H o w mi g ht v e si c u l ar tr a n s p ort a n d t h e N V T p at h w a y 
r el at e t o T O R si g n ali n g?  Di sr u pti o n  of t h e v e si cl e -m e di at e d tr a n s p ort m a c hi n er y at t h e 
e n d o s o m e tri g g er s  a m et a b oli c si g n at ur e si mil ar t o  T O R C 1 i n hi biti o n  (M ull e d er et al., 2 0 1 6 ). 
It i s p o s si bl e t h at t h e N V T p at h w a y  i s c o ntr oll e d b y  T O R C 1  or s o m e of o ur r e si st a nt m ut a nt s 
aff e ct t h e l o c ali z ati o n of T O R C 1 c o m p o n e nt s t o t h e v a c u ol e, t h u s r e n d eri n g t h e s y st e m m or e 
r e si st a nt t o T ori n 1 i n hi biti o n. Th e  r e m ai ni n g 6  g e n e s  i d e ntifi e d i n t h e s cr e e n e n c o d e pr ot ei n s 
f u n cti o ni n g i n pr ot ei n f ol di n g,  mit o c h o n dri al ri b o s o m e a s s e m bl y, t h e gl ut at hi o n e c y cl e, a n d  
ar gi ni n e bi o s y nt h e si s , a s w ell a s t h e T O R C 1 -i nt er a cti n g pr ot ei n T o c 1 p, a n d t h e G A T A 
tr a n scri pti o n f a ct or G af 1 . I n b u d di n g y e a st, c o m p o n e nt s of G ol gi -t o-v a c u ol e tr affi c ki n g ar e 
r e q uir e d f or nitr o g e n- a n d T O R C 1 -r e s p o n si v e r e g ul ati o n of G A T A f a ct or s ( F a y y a d k a z a n et 
al., 2 0 1 4; P uri a et al., 2 0 0 8) . T h e s cr e e n r e s ult s s u g g e st t h at f u n cti o n al r el ati o n s hi p s 
b et w e e n G A T A f a ct or s a n d i ntr a c ell ul ar v e si cl e s ar e c o n s er v e d i n fi s si o n y e a st.  Gi v e n o ur 
.C C- B Y 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s eIt i s m a d e a v ail a bl e u n d er a ( w hi c h w a s n ot p e er-r e vi e w e d) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y.
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i nt er e st i n T O R C 1 -d e p e n d e nt g e n e r e g ul ati o n a n d t h e str o n g T ori n 1 -r e si st a n c e of g af 1 Δ  
m ut a nt s ( Fi g. 1 G) , w e f urt h er a n al y z e d t h e f u n cti o n of G af 1.  
 
G af 1 i s r e q ui r e d f or n or m al c hr o n ol o gi c al lif e s p a n a n d f or f ull  lif e s p a n e xt e n si o n i n 
T ori n 1 -t r e at e d c ell s 
T O R C 1  i n hi biti o n t hr o u g h n utri e nt  li mit ati o n or r a p a m y ci n pr ol o n g s c hr o n ol o gi c al l if e s p a n i n 
fi s si o n y e a st ( R alli s et al., 2 0 1 3, 2 0 1 4), d efi n e d a s t h e ti m e p o st -mit oti c c ell s r e m ai n vi a bl e i n 
st ati o n ar y  p h a s e . Gi v e n t h at G af 1 i s r e q uir e d t o arr e st gr o wt h u p o n  T O R i n hi biti o n, w e 
h y p ot h e si z e d t h at G af 1 m a y al s o pl a y a r ol e i n c hr o n ol o gi c al lif e s p a n  d o w n str e a m of 
T O R C 1 . T o t e st t hi s, w e p erf or m e d lif e s p a n a s s a y s wit h  g af 1 Δ  d el eti o n m ut a nt  c ell s . I n d e e d, 
g af 1 Δ  c ell s w er e  s h ort er -li v e d, wit h m e di a n  a n d m a xi m u m  lif e s p a ns  of 3 a n d 1 6 d a y s , 
r e s p e cti v el y, c o m p ar e d t o 5 a n d 2 0 d a y s f or wil d -t y p e c ell s ( Fi g.  2 ). T h u s, G af 1 i s r e q uir e d 
f or t h e n or m al lif e s p a n of n o n-di vi di n g c ell s.   
 
T ori n 1 i n cr e a s e s lif e s p a n i n fli e s ( M a s o n et al., 2 0 1 8)  a n d s u p pr e s s e s s e n e s c e n c e i n h u m a n 
ti s s u e c ult ur e s ( L e o nti e v a a n d Bl a g o s kl o n n y, 2 0 1 6). T o  a n al y z e  t h e eff e ct of T ori n 1 o n 
c hr o n ol o gi c al lif e s p a n i n fi s si o n y e a st, a n d a n y r ol e of G af 1 i n t hi s c o n diti o n,  w e pr e -tr e at e d 
e x p o n e nti all y gr o wi n g  wil d -t y p e a n d g af 1 Δ  c ell s wit h T ori n 1 a n d t e ste d f or  s u b s e q u e nt 
eff e ct s  o n lif e s p a n  d uri n g st ati o n ar y p h a s e . T ori n 1 s u b st a nti all y pr ol o n g e d lif e s p a n  i n wil d-
t y p e c ell s, wit h m e di a n a n d m a xi m u m lif e s p a n s of 1 8 a n d 3 3 d a y s, r e s p e cti v el y, c o m p ar e d t o 
5 a n d 2 0 d a y s i n u ntr e at e d c ell s  ( Fi g. 2 A ). I n g af 1 Δ  c ell s , T ori n 1 al s o  pr ol o n g e d lif e s p a n, b ut 
t o a l e s s er e xt e nt t h an  i n wil d-t y p e c ell s, wit h m e di a n a n d m a xi m u m lif e s p a n s of  ~ 1 3 a n d 3 0 
d a y s, r e s p e cti v el y ( Fi g. 2 A ). T o q u a ntif y t h e r ol e of G af 1 i n T ori n 1-m e di at e d l o n g e vit y , w e 
c al c ul at e d t h e ar e a s  u n d er t h e c ur v e ( A U C, m e a s ur e d a s d a y s x % s ur vi v al) of  t h e lif e s p a n 
a s s a y s. In wil d -t y p e c ell s , t h e lif e s p a n w a s pr ol o n g e d  fr o m a n a v er a g e A U C of 1 0 4 4 t o 2 6 8 9 
(i n cr e a s e of 1 6 4 5), w h er e a s i n g af 1 Δ  c ell s,  t h e lif e s p a n w a s pr ol o n g e d  t o a l e s s er e xt e nt, 
fr o m a n a v e r a g e A U C of 6 8 1 t o 1 7 0 9 (i n cr e a s e of 1 0 2 7)  ( Fi g. 2 B) . W e c o n cl u d e t h at G af 1 i s 
al s o r e q uir e d f or t h e f ull lif e s p a n e xt e n si o n r e s ulti n g fr o m T ori n 1 -m e di at e d T O R  i n hi biti o n 
d uri n g c ell pr olif er ati o n . H o w e v er, T ori n 1 still c a n pr ol o n g lif e s p a n t o a c o n si d er a b l e e xt e nt i n 
t h e a b s e n c e of G af 1, i n di c ati n g t h at ot h er f a ct or s c o ntri b ut e t o t hi s  l o n g e vit y. I n d e e d, w e 
h a v e pr e vi o u sl y i d e ntifi e d s e v er al pr ot ei n s r e q uir e d f or lif e s p a n e xt e n si o n w h e n  T O R C 1 i s 
i n hi bite d , i n cl u di n g t h e S 6 K h o m ol o g u e S c k 2  ( R alli s et al., 2 0 1 4). 
 
G af 1 -d e p e n d e nt tr a n s cri pt o m e r e g ul ati o n  f oll o wi n g T O R i n hi biti o n 
G i v e n t h at t h e Gaf 1 tr a n s cri pti o n f a ct or w a s e s s e nti al f or gr o wt h i n hi biti o n b y T ori n 1 ( Fi g. 
1 G) , w e f urt h er a n al y z e d it s f u n cti o n i n t hi s c o n diti o n. G af 1 a c c u m ul at e d i n t h e n u cl e u s  
wit hi n a f e w mi n ut e s f oll o wi n g T ori n 1  tr e at m e nt ( Fi g. 3 A ). C o n si st e ntl y, G af 1 i s k n o w n t o 
.C C- B Y 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s eIt i s m a d e a v ail a bl e u n d er a ( w hi c h w a s n ot p e er-r e vi e w e d) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y.
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tr a n sl o c at e t o t h e n u cl e u s d uri n g nitr o g e n li mit ati o n, w hi c h al s o i n hi bit s T O R C 1  ( L a or et al., 
2 0 1 5) . T hi s r e g ul at or y p att er n f or G A T A tr a n s cri pti o n f a ct or s i s c o n s er v e d: b u d di n g y e a st 
Gl n 3 a n d G at 1 ( Br o a c h, 2 0 1 2) a n d m a m m ali a n G A T A 6 ( Xi e et al., 2 0 1 5) ar e al s o 
s e q u e st er e d i n t h e c yt o pl a s m b y a cti v e T O R C 1 a n d tr a n sl o c at e t o t h e n u cl e u s u p o n T O R C 1 
i n hi biti o n.  
 
I n fi s si o n y e a st, G af 1 i s k n o w n t o a cti v at e g e n e s f u n cti o ni n g i n a mi n o -a ci d tr a n s p ort b ut  
r e pr e s s e s st e 1 1 , e n c o di n g a m a st er r e g ul at or  f or s e x u al diff er e nti ati o n  ( Ki m et al., 2 0 1 2; M a 
et al., 2 0 1 5) . T o s y st e m ati c all y i d e ntif y G af 1 -d e p e n d e nt tr a n s cri pt s  b ef or e a n d aft er  T O R 
i n hi biti o n, w e p erf or m e d mi cr o arr a y a n al y s e s of  wil d -t y p e a n d g af 1 Δ  c ell s , b ot h b ef or e a n d 
aft er T ori n 1 tr e at m e nt . I n t h e a b s e n c e of T ori n 1, t h e e x pr e s si o n si g n at ur e s of wil d-t y p e a n d 
g af 1 Δ  c ell s  w er e si mil ar ( Fi g. 3 B , C). W e c o n cl u d e t h at i n pr olif er ati n g c ell s G af 1 pl a y s n o or 
a n e gli gi bl e r ol e i n g e n e r e g ul ati o n, c o n si st e nt wit h t h e a b s e n c e of G af 1 n u cl e ar l o c ali z ati o n 
w h e n T O R C 1 i s a cti v e  (Fi g. 3 A ; L a or et al., 2 0 1 5) .  
 
Tr e at m e nt wit h T ori n 1 , o n t h e ot h er h a n d, r e s ult e d i n s u b st a nti al tr a n s cri pt o m e c h a n g e s i n 
b ot h wil d -t y p e a n d g af 1 Δ  c ell s  ( Fi g. 3 B ,C ). B ut i n g af 1 Δ  c ell s, t h e e x pr e s si o n si g n at ur e 
tri g g er e d b y T ori n 1 m ar k e dl y diff er e d fr o m t h e si g n at ur e i n wil d-t y p e c ell s ( Fi g. 3 B , C). 
O v er all, 9 0 a n d 1 0 8  g e n e s c o n si st e ntl y s h o w e d ≥ 1. 5 -f ol d hi g h er  or l o w er e x pr e s si o n , 
r e s p e cti v el y, i n g af 1 Δ  r el ati v e t o wil d-t y p e c ell s aft er T ori n 1 tr e at m e nt  ( Fi g. 3 B ; T a bl e S 2 ). 
C ell s tr e at e d wit h c aff ei n e a n d r a p a m y ci n , w hi c h i n hi bit T O R C 1 b ut n ot T O R C 2  ( R alli s et al., 
2 0 1 3) , s h o w e d si mil ar e x pr e s si o n si g n at ur e s a s T ori n 1-tr e at e d c ell s, i n b ot h wil d-t y p e a n d 
g af 1 Δ  ( Fi g. 3 B, C). T hi s r e s ult i n di c at e s t h at t h e T ori n 1 -m e di at e d e x pr e s si o n si g n at ur e s i n 
wil d -t y p e a n d g af 1 Δ  c ell s r efl e ct T O R C 1 i n hi biti o n. W e c o n cl u d e t h at  aft er T O R C 1  i n hi biti o n, 
G af 1 aff e ct s t h e e x pr e s si o n of ~ 2 0 0 g e n e s, eit h er p o siti v el y or n e g ati v e l y.  
 
W e p erf or m e d fu n cti o n al e nri c h m e nt a n al y s e s  f or t h e s e G af 1-d e p e n d e nt g e n e s u si n g 
A n G e Li ( Bitt o n et al., 2 0 1 5). T h e 9 0 g e n e s t h at w er e hi g h er e x pr e s s e d i n g af 1 Δ  t h a n i n wil d -
t y p e c ell s (i. e., g e n e s r e pr e s s e d b y G af 1) w er e t y pi c all y d o w n -r e g ul at e d i n T ori n 1-tr e at e d 
wil d -t y p e c ell s, b ut l e s s s o i n g af 1 Δ  c ell s ( Fi g. 3 B). T h e s e g e n e s w er e e nri c h e d i n a n a b oli c 
pr o c e s s e s s u c h a s bi o s y nt h e si s ( 6 1 g e n e s, p = 9. 4 x 1 0 -1 0 ), ri b o s o m e bi o g e n e si s ( 1 9 g e n e s , 
p = 1. 6 x 1 0 -3 ) a n d c yt o pl a s mi c tr a n sl ati o n ( 3 1 g e n e s , p =1. 0 x 1 0 -1 6 ), i n cl u di n g 2 5 g e ne s 
e n c o di n g ri b o s o m al pr ot ei n s . Fi g ur e S 2 pr o vi d e s a vi s u ali z ati o n of all G e n e O nt ol o g y ( G O) 
Bi ol o gi c al Pr o c e s s e s e nri c h e d a m o n g t h e 9 0 g e n e s. M a n y of t h e s e g e n e s ar e al s o 
r e pr e s s e d a s p art of t h e c or e e n vir o n m ent al str e s s r e s p o n s e ( 4 3 g e n e s ; p =1. 4 x 1 0 -2 0 ; C h e n 
et al., 2 0 0 3)  a n d ar e hi g hl y e x pr e s s e d i n pr olif er ati n g c ell s ( m e a n of 4 6. 9  m R N A c o pi e s / c ell 
v s  7. 5 c o pi e s f or all m R N A s, p = 1, 2 x 1 0 -2 6 ; m e a n of 85 ,8 2 1  pr ot ei n c o pi e s / c ell v s  1 6, 1 6 6  f or all 
.C C- B Y 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s eIt i s m a d e a v ail a bl e u n d er a ( w hi c h w a s n ot p e er-r e vi e w e d) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y.
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pr ot e i n s, p =3. 7 x 1 0 -1 9 ; M ar g u er at et al., 2 0 1 2 ).W e c o n cl u d e t h at u p o n T O R C 1 i n hi biti o n, G af 1 
c o ntri b ut e s t o t h e d o w n -r e g ul ati o n of hi g hl y e x pr e s s e d g e n e s f u n cti o ni n g i n gl o b al pr ot ei n 
s y nt h e si s.  
 
T h e 1 0 8 g e n e s t h at w er e l o w er e x pr e s s e d i n g af 1 Δ  t h a n i n wil d-t y p e c ell s (i. e., g e n e s 
i n d u c e d b y G af 1) w er e t y pi c all y u p -r e g ul at e d i n T ori n 1-tr e at e d wil d-t y p e c ell s, b ut l e s s s o i n 
g af 1 Δ  c ell s ( Fi g. 3 B). T h e s e g e n e s w er e e nri c h e d i n s e v er al m et a b oli c /c at a b oli c pr o c e s s e s 
of s m all m ol e c ul e s , i n cl u di ng  or g a n o nitr o g e n c o m p o u n d s  ( 4 3 g e n e s , p =4. 6 x 1 0 -1 4 ) s u c h a s  
c ell ul ar a mi n o a ci d s ( 1 8 g e n e s , p =4. 1 x 1 0 -5 ), ur e a ( 6 g e n e s , p =7. 3 x 1 0 -5 ), a n d or g a ni c a ci ds  
( 2 0 g e n e s , p = 0. 0 0 1). Fi g ur e S 2 pr o vi d e s a vi s u ali z ati o n of all G O  Bi ol o gi c al Pr o c e s s e s 
e nri c h e d a m o n g t h e 1 0 8 g e n e s. T h er e w a s al s o a s u b st a nti al o v erl a p wit h g e n e s t h at ar e 
i n d u c e d u n d er nitr o g e n li mit ati o n ( 4 3 g e n e s , p = 1. 3 x 1 0-2 9 ; M at a et al., 2 0 0 2)  a n d wit h g e n e s 
t h at ar e p eri o di c all y e x pr e s s e d d uri n g t h e c ell c y cl e ( 4 1 g e n e s,  p = 1. 6 x 1 0 -1 2 , M ar g u er at et al., 
2 0 1 2) , i n cl u di n g 9 hi st o n e g e n e s. T h e s e r e s ult s s u g g e st a G af 1 -d e p e n d e nt tr a n s cri pti o n al 
pr o gr a m t o a dj u st t h e m et a b oli s m  of a mi n o a ci d s a n d ot h er m et a b olit e s, p o s si bl y t o r e c y cl e 
n utri e nt s u n d er c o n diti o n s t h at d o n ot all o w r a pi d pr olif er ati o n. T o g et h er, t h e e x pr e s si o n 
pr ofili n g i n di c at e s  t h at G af 1 r e g ul at e s p h y si ol o gi c al c h a n g e s s u p p orti n g  t h e gr o wt h arr e st  
tri g g er e d b y T O R C 1 i n hi biti o n.  
 
G a f 1 bi n d s t o b ot h c o di n g a n d t R N A g e n e s  f oll o wi n g T O R i n hi biti o n 
T h e m i cr o arr a y a n al y se s i d e ntifi e d g e n e s w h o s e e x pr e s si o n d e p e n d s o n G af 1, s o m e of 
w hi c h m a y b e dir e ct l y r e g ul ate d b y G af 1 . T o d et e ct  g e n e s w h o s e pr o m ot er s ar e b o u n d b y 
G af 1, w e p erf or m e d c hr o m ati n i m m u n o pr e ci pit ati o n f oll o w e d b y s e q u e n ci n g ( C hI P-s e q)  of  
G af 1 -G F P c ell s , b ef or e a n d aft er T ori n 1 tr e at m e nt . T h e n u m b er of g e n e pr o m ot er s b o u n d b y  
G af 1 i n cr e a s e d fr o m 1 6 5  b ef or e T ori n 1 tr e at m e nt t o 4 5 4  at 6 0 mi n aft er T ori n 1 tr e at m e nt , 
wit h 9 3  g e n e s i n c o m m o n b et w e e n t h e t w o c o n diti o n s  ( Fi g. 4 A ). G af 1 bi n di n g sit e s u p str e a m 
of cl o s e, di v er g e ntl y e x pr e s s e d g e n e s w er e a s si g n e d t o b ot h g e n e s. T h e 4 5 4 G af 1 t ar g et 
g e n e s aft er T ori n 1 tr e at m e nt c o n si st e d of 2 4 5  pr ot ei n -c o di n g g e n e s  a n d 2 0 9  n o n -c o di n g 
g e n e s. T h e f ull li st s  of g e n e s w h o s e pr o m ot er s w er e b o u n d b y G af 1 i s pr o vi d e d i n T a bl e S 3 .  
 
A n G e Li  a n al y si s of t h e  pr ot ei n -c o di n g t ar g et  g e n e s  r e v e ale d  si g nifi c a nt e nri c h m e nt i n 
m et a b oli c  pr o c e s s e s of or g a n o nitr o g e n c o m p o u n d s ( 5 5  g e n e s, p = 1. 4 x 1 0 -6 ), i n cl u di n g 
n u cl e oti d e s  (2 4  g e n e s, p = 0. 0 0 0 9 ) a n d or g a ni c a ci d s ( 3 4  g e n e s, p = 0. 0 0 0 3 ), a m o n g ot h er s. 
Fi g ur e S 3 pr o vi d e s a vi s u ali z ati o n of all G O Bi ol o gi c al Pr o c e s s e s e nri c h e d a m o n g t h e 2 4 5  
c o di n g g e n e s. T h e  G af 1 t ar g et g e n e s  w er e al s o e nri c h e d f or  g e n e s i n d u c e d u n d er nitr o g e n 
li mit ati o n ( 40 g e n e s, p = 1. 6 x 1 0 -1 1 ) a n d p eri o di c all y e x pr e s s e d d uri n g t h e c ell c y cl e ( 5 3 g e n e s, 
p = 4. 5 x 1 0 -6 ). O v er all, t h e s e t ar g et g e n e s s h o w e d si mil ar f u n cti o n al e nri c h m e nt s t o t h e g e n e s 
.C C- B Y 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s eIt i s m a d e a v ail a bl e u n d er a ( w hi c h w a s n ot p e er-r e vi e w e d) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y.
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w h o s e e x pr e s si o n w a s i n d u c e d b y G af 1. A c c or di n gl y, G af 1 bi n d i n g sit e s w er e e nri c h e d 
a m o n g t h e g e n e s w h o s e e x pr e s si o n w a s i n d u c e d b y G af 1 ( Fi g. 3 B, or a n g e b ar s). M or e o v er, 
m o st pr ot ei n -c o di n g g e n e s b o u n d b y G af 1 aft er T ori n 1 tr e at m e nt w er e i n d u c e d b y T ori n 1 or 
b y c aff ei n e a n d r a p a m y ci n, b ut w er e l e s s i n d u c e d i n g af 1 Δ  c ell s, l e a di n g t o di sti n ct cl u st er s 
f or wil d-t y p e a n d m ut a nt c o n diti o n s ( Fi g. 4 B). W e c o n cl u d e t h at m o st c o di n g G af 1 t ar g et 
g e n e s ar e tr a n s cri pti o n all y u p -r e g ul at e d b y G af 1 u p o n i n hi biti o n of T O R C 1.  
 
N ot a bl y, G af 1 b o u n d t o pr o m ot er s of 2 0 tr a n s cri pti o n f a ct or g e n e s ( T a bl e S 3 ; Fi g. S 3). 
T y pi c all y, t h e s e f a ct or s w er e i n d u c e d i n wil d -t y p e c ell s aft er T O R C 1 i n hi biti o n, b ut l e s s s o i n 
g af 1 Δ  c ell s.  M a n y  of t h e s e f a ct or s ar e i n v ol v e d i n diff er e nt str e s s r e s p o n s e s or c ell -c y cl e 
r e g ul ati o n, i n cl u di n g Atf 1  ( Wil ki n s o n et al., 1 9 9 6), C bf 1 2  ( C h e n et al., 20 0 3) , F e p 1  ( B e k k er et 
al., 1 9 9 1) , Fil 1  ( D u n c a n et al., 2 0 1 8), H sr 1  ( C h e n et al., 2 0 0 8), Klf 1  ( S hi m a n u ki et al., 2 0 1 3), 
L o z 1  ( C or ki n s et al., 2 0 1 3), P a p 1  ( C h e n et al., 2 0 0 8), P h p 3  ( M er ci er et al., 2 0 0 6) a n d S e p 1  
( R u sti ci et al., 2 0 0 4). T h e l ar g e n u m b er of tr a n s cri pti o n -f a ct or t ar g et s i n di c at e s t h at G af 1 
m a y i n dir e ctl y c o ntr ol  s o m e G af 1 -d e p e n d e n t g e n e s b y r e g ul ati n g ot h er tr a n s cri pti o n f a ct or s.  
I n d e e d, G af 1 i n hi bit e d t h e e x pr e s si o n of m a n y g e n e s f u n cti o ni n g i n tr a n sl ati o n  ( Fi g. S 2), b ut 
t h e s e g e n e s w er e n ot a m o n g it s dir e ct bi n di n g t ar g et s. T h u s, t h e s e g e n e s m a y b e i n dir e ctl y 
r e g ul at e d b y G af 1 vi a ot h er tr a n s cri pti o n f a ct or s; f or e x a m pl e, t h e G af 1 t ar g et Atf 1  i s k n o w n 
t o r e pr e s s tr a n sl ati o n-r el at e d g e n e s d uri n g str e s s ( C h e n et al., 2 0 0 8), r ai si n g t h e p o s si bilit y 
t h at it al s o r e pr e s s e s t h e s e g e n e s d uri n g T O R C 1 i n hi biti o n i n a G af 1-d e p e n d e nt m a n n er . 
 
T h e 2 0 9  n o n -c o di n g g e n e s  a m o n g t h e G af 1 t ar g et g e n e s  i n cl u d e d 8 2  t R N A g e n e s a n d a 
s n o R N A i n v ol v e d i n t R N A r e g ul ati o n, b e si d e s l ar g e n o n -c o di n g R N A s  ( T a bl e S 3). I n f a ct, 
c o v er a g e pl otti n g i n di c at e d t h at G af 1 bi n d s t o all t R N A g e n e s, w hi c h ar e cl u st er e d i n fi s si o n 
y e a st ( Fi g . 4 C; Fi g. S 4). T h e bi n di n g w a s e nri c h e d o v er t h e tr a n s cri pti o n st art sit e s f or t R N A 
g e n e s a n d str o n gl y i n cr e a s e d aft er T ori n 1 tr e at m e nt ( Fi g. 4 C). W e c o n cl u d e t h at G af 1 bi n d s 
n ot o nl y t o P ol II tr a n s cri b e d g e n e s, b ut al s o t o t R N A g e n e s  t h at ar e tr a n s cri b ed b y P ol III . 
D o e s  G af 1 r e pr e s s or a cti v at e  t h e t R N A g e n e s? T o a d dr e s s t hi s q u e sti o n,  w e p erf or m e d 
n ort h er n a n al y s e s  t o d et er mi n e t h e e x pr e s si o n of t hr e e t R N A g e n e s a s a f u n cti o n of G af 1 
a n d T ori n 1 . T h e a b u n d a nt m at ur e t R N A s ar e r a pi dl y pr o c e s s e d fr o m pr e cur s or t R N A s, s o 
a n y e x pr e s si o n c h a n g e s of t R N A s r e q uir e s d et e cti o n of it s pr e c ur s or s ( Ot s u b o et al., 2 0 1 8). 
T h e e x pr e s si o n of t R N A pr e c ur s or s  d e cr e a s e d  d uri n g T ori n 1 tr e at m e nt  i n wil d-t y p e c ell s, 
w hil e i n g af 1 Δ  c ell s t hi s e x pr e s si o n d e cr e a s e w a s  d el a y e d a n d l e s s pr o n o u n c e d ( Fi g. 4 D ). 
W e c o n cl u d e t h at u p o n T O R i n hi biti o n G af 1 bi n d s t o t R N A s a n d i n hi bit s t h eir e x pr e s si o n.  
 
D o w n -r e g ul ati o n of pr e c ur s or t R N A e x pr e s si o n i s r e q uir e d f or T O R C 1 i n hi biti o n d uri n g 
ni tr o g e n st ar v ati o n i n fi s si o n y e a st ( Ot s u b o et al., 2 0 1 8), i n di c ati n g t h at t R N A s c a n a ct 
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u p str e a m of T O R C 1 . Our e x p eri m e nt s , o n t h e ot h er h a n d, p oi nt t o a m e c h a ni s m of t R N A 
r e g ul ati o n d o w n str e a m of T O R C 1. T o g et h er, t h e s e fi n di n g s i n di c at e a r e g ul at or y f e e d b a c k 
m e c h a ni s m , in v ol vi n g pr e c ur s or t R N A s , T O R C 1 a n d G af 1 , t o e n s ur e t h at t R N A e x pr e s si o n 
m at c h e s t h e p h y si ol o gi c al r e q uir e m e nt s. O ur  r e s ult s r e v e al a  tr a n s cri pti o n f a ct or t h at gl o b all y 
i n hi bit s P ol III -m e di at e d e x pr e s si o n of t R N As, al o n g wit h P ol II -m e di at e d e x pr e s si o n of  
pr ot ei n -c o di n g g e n e s  f u n cti o ni n g i n tr a n sl ati o n- a n d m et a b oli s m -r el at e d pr o c e s s e s. It will b e 
i nt er e sti n g t o t e st w h et h er t hi s f u n cti o n i s c o n s er v e d f or t h e ort h ol o g o u s G A T A tr a n s cri pti o n 
f a ct or s. 
 
C o n cl u si o n  
T h e G A T A tr a n s cri pti o n f a ct or G af 1 i s e s s e nti a l f or t h e bl o c k of c ell pr olif er ati o n  tri g g er e d b y 
T ori n 1 ; i n it s a b s e n c e c ell gr o wt h i s n ot r e d u c e d, e v e n i n hi g h d o s e s of T ori n 1 ( Fi g. 1 G). 
G af 1 i s al s o r e q uir e d f or n or m al c hr o n ol o gi c al l o n g e vit y, a n d it m a y c o ntri b ut e  t o, b ut i s n ot 
a b s ol ut el y n e c e s s ar y f or t h e e xt e n d e d lif e s p a n w e  o b s er v e d i n T ori n 1 -tr e at e d c ell s ( Fi g. 2 ). 
U p o n T O R C 1  i n hi biti o n, G af 1 i n hi bit s t h e e x pr e s si o n of di v er s e g e n e s f u n cti o ni n g i n pr ot ei n 
tr a n sl ati o n, i n cl u di n g pr ot ei n-c o di n g g e n e s w hi c h s e e m t o b e i n dir e ctl y c o ntr oll e d b y G af 1  a s 
w ell a s t R N A g e n e s w hi c h ar e bi n di n g t ar g et s of G af 1  ( Fi g s. 3 a n d 4). G af 1 al s o p o siti v el y 
c o ntr ol s g e n e s f u n cti o ni n g i n m et a b oli c p at h w a y s  f or nitr o g e n-c o nt ai ni n g m ol e c ul e s , w hi c h 
s u p p ort t h e p h y si ol o gi c al  a d a pt ati o n t o l o w er e d pr ot ei n s y nt h e si s . T h u s , G af 1 c a n dir e ctl y 
r e g ul at e b ot h P ol II- a n d P ol III -tr a n s cri b e d g e n e s. It i s p o s si bl e t h at G af 1 eli cit s  it s r e pr e s s or 
a cti vit y  at t R N A g e n e s b y r e cr uiti n g a hi st o n e d e a c et yl a s e : pr e vi o u s w or k i n fi s si o n y e a st h a s 
i d e ntifi e d p ot e nti al l o a di n g sit e s f or c om p o n e nt s of a Clr 6 hi st o n e d e a c et yl a s e c o m pl e x  at 
t R N A s ( Zili o et al., 2 0 1 4). D o w n -r e g ul ati o n of gl o b al pr ot ei n tr a n sl ati o n i s b e n efi ci al f or 
l o n g e vit y i n all or g a ni s m s st u di e d , i n cl u di n g fi s si o n y e a st ( K a e b erl ei n a n d K e n n e d y, 2 0 1 1; 
R alli s a n d B ä hl er, 2 0 1 3) . Gi v e n t h e r ol e pl a y e d b y G af 1 i n i n hi biti n g tr a n sl ati o n-r el at e d 
f a ct or s, G af 1 m a y i n hi bit a g ei n g b y c o ntri b uti n g t o t h e d o w n -r e g ul ati o n of tr a n sl ati o n u p o n 
T O R C 1 i n hi biti o n ( Fi g. 5 ). G af 1 t h u s d efi n e s a p ar all el, tr a n s cri pti o n -b a s e d br a n c h of 
tr a n sl ati o n al a n d m et a b oli c c o ntr ol d o w n str e a m of T O R C 1, in p ar all el  t o t h e p o st-
tr a n sl ati o n al br a n c h e x ert e d b y tr a n sl ati o n al r e g ul at or s li k e S 6 K a n d ot h er s ( Fi g. 5). T hi s 
br a n c h i s e s s e nti al f or t h e gr o wt h i n hi biti o n tri g g er e d b y l o w er e d T O R C 1 a cti vit y.  
 
I n hi biti n g P ol III, w hi c h tr a n s cri b es  t h e t R N A s, pr ol o n g s lif e s p a n i n y e a st, w or m s a n d fli e s, 
a n d i s r e q uir e d f or t h e lif e s p a n e xt e n si o n m e di at e d b y T O R C 1 i n hi biti o n ( Fil er et al., 2 0 1 7) . 
B e si d e s g e n er al  tr a n s cri pti o n f a ct or s s u c h a s T FIII B, T FIII C a n d  T B P, s e v er al f a ct or s c o ntr ol 
P ol III tr a n s cri pti o n  wit h o ut dir e ctl y bi n di n g t o D N A  ( H u m m el et al., 2 0 1 9), i n cl u di n g th e P ol 
III i n hi bit or M af 1, t h e c o a cti v at or P N R C , a n d M Y C w hi c h i nt er a ct s wit h t h e P ol III b a s al 
a p p ar at u s  ( C a m p b ell a n d W hit e, 2 0 1 4; Gr a c z y k et al., 2 0 1 8; Z h o u et al., 2 0 0 7) . T o o ur 
.C C- B Y 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s eIt i s m a d e a v ail a bl e u n d er a ( w hi c h w a s n ot p e er-r e vi e w e d) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y.
T h e c o p yri g ht h ol d er f or t hi s pr e pri nt. htt p:// d x. d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ 7 0 0 2 8 6d oi: bi o R xi v pr e pri nt fir st p o st e d o nli n e J ul. 1 2, 2 0 1 9; 
1 1  
 
k n o wl e d g e , t h e T O R C 1 t ar g et G af 1 i s t h e fir st s p e cifi c tr a n s cri pti o n f a ct or s h o w n t o gl o b all y 
bi n d t o a n d i n hi bit  t h e t R N A g e n e s. T h u s, G af 1 c o ul d m e di at e t h e a g ei n g -a s s o ci at e d f u n cti o n 
of P ol III . R e c e nt w or k i n fli e s s h o w s  t h at G A T A tr a n s cri pti o n f a ct or s c a n m e di at e t h e eff e ct s 
of di et ar y r e stri cti o n o n  lif e s p a n ( D o b s o n et al., 2 0 1 8). T hi s fi n di n g r ai s e s t h e p o s si bilit y t h at 
G af 1 r e g ul ati o n of a g ei n g -r el at e d pr o c e s s e s, s u c h a s t R N A tr a n s cri pti o n, i s c o n s er v e d, a n d 
t h at G A T A f a ct or s e x ert si mil ar f u n cti o n s d o w n str e a m of T O R C 1  i n ot h er or g a ni s m s. T h e 
m o u s e a n d h u m a n ort h ol o g of G af 1, G A T A 6, i s i n v ol v e d i n diff er e nti ati o n, st e m-c ell 
m ai nt e n a n c e a n d c a n c er ( Vi g er et al., 2 0 0 8; W a m ait h a et al., 2 0 1 5; Z h o n g et al., 2 0 1 1). It i s 
pl a u si bl e t h at G A T A 6 e x ert s t h e s e i m p ort a nt f u n cti o n s b y r e g ul ati n g tr a n sl ati o n-r el at e d 
g e n e s, i n cl u di n g t R N A s.  
 
 
M at eri al s a n d M et h o d s  
 
St r ai n s a n d m e di a  
F or wil d -t y p e c o ntr ol str ai n s, w e u s e d 9 7 2 h - or t h e p ar e nt al str ai n s f or t h e d el eti o n li br ar y, 
E D 6 6 6  (h + a d e 6 -M 2 1 0 ur a 4 -D 1 8 l e u 1 – 3 2 ) a n d E D 6 6 8  (h + a d e 6 - M 2 1 6 ur a 4 -D 1 8 l e u 1 – 3 2 ). 
All Bi o n e er h a pl oi d d el eti o n li br ar y str ai n s u s e d w er e P C R -v ali d at e d a n d b a c k cr o s s e d wit h 
9 7 2 h -. T h e g af 1 -G F P  str ai n w a s g e n er at e d a s d e s cri b e d  (B a hl er et al., 1 9 9 8 ). C ell c ult ur e s 
w er e gr o w n i n y e a st e xtr a ct pl u s s u p pl e m e nt s ( Y E S) a s d e f a ult or i n E di n b ur g h mi ni m al 
m e di u m ( E M M 2) if i n di c at e d ( M or e n o et al., 1 9 9 1).Li q ui d c ult ur e s w er e gr o w n at 3 2 ° C wit h 
s h a ki n g at 1 3 0 r ot ati o n s p er mi n ut e.  
 
Dr u g s e n siti vit y a s s a y s  
C ell s w er e gr o w n i n li q ui d Y E S t o a n O D 6 0 0  of 0. 5. T e n -f ol d s eri al dil uti o n s of c ell s w er e 
s p ott e d  o nt o Y E S a g ar pl at e s , u si n g r e pli c a pl at er s f or 4 8-w ell or 9 6 -w ell pl at e s ( Si g m a), wit h 
or wit h o ut v ari o u s dr u g s a s i n di c at e d i n fi g ur e l e g e n d s.  
 
M e a s ur e m e nt of c ell si z e a n d fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y  
T o d et er mi n e c ell si z e , co ntr ol a n d dr u g -tr e at e d c ell s w er e fi x e d i n 4 % f or m al d e h y d e f or 1 0 
mi n at r o o m t e m p er at ur e, w a s h e d wit h 5 0 m M s o di u m citr at e, 1 0 0 m M s o di u m p h o s p h at e, 
a n d st ai n e d w it h c al c ofl u or ( 5 0 m g/ ml). Mi cr o s c o p y w a s p erf or m e d u si n g a D A PI filt er f or 
c al c ofl u or d et e cti o n a n d a H a m a m at s u O R C A -E R C 4 7 4 2 -9 5 di git al c a m er a fitt e d t o a Z ei s s 
A xi o s k o p mi cr o s c o p e wit h E C pl a n -N E O F L U A R 6 3 x  1. 2 5 N A oil o bj e cti v e. I m a g e s w er e 
r e c or d e d u sin g t h e V ol o cit y a c q ui siti o n pr o gr a m ( P er ki n El m er). At l e a st 1 0 0 s e pt at e d c ell s 
w er e c o u nt e d a n d a n al y z e d f or e a c h c o n diti o n u si n g t h e V ol o cit y q u a ntit ati o n p a c k a g e 
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( P er ki n El m er). R e s ult s w er e a n al yz e d u si n g t h e R p a c k a g e. F or fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y  of 
G af 1 -G F P c ell s , w e u s e d a s pi n ni n g di s k c o nf o c al mi cr o s c o p e ( Y o k o g a w a C S U -X 1 h e a d 
m o u nt e d o n Ol y m p u s b o d y; C o ol S n a p H Q 2 c a m er a [ R o p er S ci e ntifi c ], Pl a n A p oc hr o m at 
1 0 0 X, 1. 4 N A o bj e cti v e [ Ol y m p u s] ). T h e i m a g e s c orr e s p o n d t o m a xi m u m i nt e n sit y 
pr oj e cti o n s of 1 5  i m a g e st a c k s wit h a Z-st e p of 0. 3 mi cr o n s. C ell s w er e i m m o bili z e d wit h 
s o y b e a n l e cti n ( Si g m a L 1 3 9 5) i n t w o diff er e nt c o m p art m e nt s of a gl a s s -b ott o m 1 5 µ -Sli d e 8 
w ell (I bi di 8 0 8 2 1) t o a d d eit h er D M S O a s a s ol v e nt c o ntr ol or T ori n 1  (t o a fi n al c o n c e ntr ati o n 
of 2 0 µ M , di s s ol v e d i n D M S O). I n vi v o chr o m ati n st ai ni n g w a s d o n e wit h H o e c h st 3 3 3 4 2 ( 1  
µ g/ ml). A s t hi s d y e p erf or m s v er y p o orl y i n Y E S, c ell s w er e i m m o bili z e d o nt o gl a s s b ott o m 
w ell s a n d w a s h e d t hr e e ti m e s wit h li q ui d E M M 2 c o nt ai ni n g H o e c h st 3 3 3 4 2 ( Si g m a -Al dri c h 
B 2 2 6 1) at 1  µ g/ ml pl u s T ori n 1  (2 0 µ M ). C ell s w er e c o v er e d wit h t hi s m e di a a n d i m a g e d 1 0 
mi n  l at er. I m a g e a n al y si s a n d e diti n g w a s p erf or m e d u si n g Fiji (I m a g e J) o p e n s oft w ar e  
( S c hi n d eli n et al., 2 0 1 2).  
 
M e a s ur e m e nt of v a c u ol ar si z e  
V a c u ol ar l a b elli n g w a s p erf or m e d a s d e s cri b e d  ( C o dli n et al ., 2 0 0 9). Bri efl y, F M 4-6 4 d y e 
( M ol e c ul ar Pr o b e s) w a s di s s ol v e d i n D M S O at a c o n c e ntr atio n of 0. 8 2 m M. T h e n, 2 μl F M 4 -
6 4 st o c k w a s a d d e d t o 1 ml l o g -p h a s e c ell s  wit h or wit h o ut dr u g s . F oll o wi n g 3 0 mi n e x p o s ur e 
t o F M 4-6 4, c ell s w er e w a s h e d, a n d c h a s e d f or 4 0 mi n i n fr e s h m e di a t o all o w all d y e t o r e a c h 
t h e v a c u ol e. Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y w a s p erf or m e d u si n g a R h od a mi n e filt er f or d et e cti o n 
of F M 4 -6 4 a n d a H a m a m at s u O R C A -E R C 4 7 4 2 -9 5 di git al c a m er a fitt e d t o a Z ei s s A xi o s k o p 
mi cr o s c o p e wit h E C pl a n -N E O F L U A R × 6 3 1. 2 5 N A oil o bj e cti v e. I m a g e s w er e r e c or d e d 
u si n g t h e V ol o cit y a c q ui siti o n pr o gr a m ( P er ki n El m er). At l e a st  5 0 0 v a c u ol e s w er e m e a s ur e d 
u si n g t h e V ol o cit y q u a ntit ati o n p a c k a g e ( P er ki n El m er). R e s ult s w er e a n al y s e d u si n g t h e R 
p a c k a g e.  
 
C hr o n ol o gi c al lif e s p a n a s s a y  
C ell s w er e gr o w n i n E M M 2 m e di a  a s d e s cri b e d  ( R alli s et al., 2 0 1 3). W h e n c ult ur e s r e a c h e d 
a st a bl e m a xi m al d e n sit y, c ell s w er e l eft a n a d diti o n al 2 4 hr s a n d t h e n h ar v e st e d, s eri all y 
dil ut e d, a n d pl at e d o n Y E S pl at e s. T h e m e a s ur e m e nt of c ol o n y ‐f or mi n g u nit s ( C F U s) w a s 
t a k e n a s ti m e p oi nt 0 at t h e b e gi n ni n g of t h e lif e s p a n c ur v e (i. e., 1 0 0 % c ell s ur vi v al). 
M e a s ur e m e nt s of C F U s w er e c o n d u ct e d o n s u c c e s si v e  d a y s u ntil c ult ur e s dr o p p e d t o  0. 1 % 
c ell s ur vi v al. Err or b ar s r e pr e s e nt st a n d ar d d e vi ati o n c al c ul at e d fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt 
c ult ur e s, wit h e a c h c ult ur e m e a s ur e d t hr e e ti m e s at e a c h ti m e p oi nt.  T o d et er mi n e t h e 
c hr o n ol o gi c al lif e s p a n  w h e n T O R i s i n hi bit e d , 8 μ M T ori n 1 w a s a d d e d t o r a pi dl y pr olif er ati n g 
c ell c ult ur e s at O D 6 0 0  = 0. 5  w hi c h w er e t h e n gr o w n t o st ati o n ar y p h a s e, a n d lif e s p a n w a s 
.C C- B Y 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s eIt i s m a d e a v ail a bl e u n d er a ( w hi c h w a s n ot p e er-r e vi e w e d) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y.
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r e c or d e d a s d e s cri b e d a b o v e . A U C s w er e  m e a s ur e d wit h I m a g e J ( S c hi n d eli n et al., 2 0 1 2) 
for all e x p eri m e nt al r e p e at s u si n g lif e s p a n s c ur v e s o n t h e li n e ar s c al e f or % s ur vi v al .  
 
Hi g h -t hr o u g h p ut g e n eti c s cr e e ni n g 
T h e h a pl oi d d el eti o n li br ar i e s w er e  pl at e d o nt o Y E S  pl at e s c o nt ai ni n g 1 0 0 μ g/ ml G 4 1 8 u si n g 
a R o T o R H D A r o b ot ( Si n g er). M ulti pl e r e p li c at e c o pi e s of t h e li br ar y w er e t h u s g e n er at e d. 
U si n g t h e R o T o R, t h e li br ar i e s w er e c o m p a ct e d i nt o ni n e 3 8 4 -d e n sit y  pl at e s  of pl at e s a n d 
t h e n pri nt e d o nt o pl at e s c o nt ai ni n g 2 0  µ M T ori n 1 . T h e pl at e s w er e i n c u b at e d at 3 2 ° C f or 2 
d a y s a n d t h e n m a n u all y s c or e d  f or r e si st a nt c ol o ni e s. 
 
G r o wt h a s s a y  
Gr o wt h i n t h e pr e s e n c e or a b s e n c e of T ori n 1  w er e a ut o m ati c all y d et er mi n e d i n 4 8 -w ell 
fl o w er pl at e s u si n g  t h e Bi ol e ct or mi cr of er m e nt ati o n s y st e m ( m 2 p -bi ol a b s), at 1. 5 ml v ol u m e s , 
1 0 0 0 r p m a n d 3 2 ° C. G r o wt h d y n a mi c s w ere m o d ell e d  u si n g t h e gr ofit R p a c k a g e ( K a h m et 
al., 2 0 1 0). I n t h e r e s ulti n g  gr o wt h c ur v e s , t h e u nit s of t h e x -a xi s ar e ti m e ( hr s) w hil e t h e y -
a xi s s h o w s bi o m a s s ( ar bitr ar y u nit s) n or m ali z e d t o bi o m a s s at ti m e 0.  
 
W e st er n bl otti n g a n d a nti b o di e s  
F or pr ot ei n  pr e p ar ati o n s, c ell s w e r e dil ut e d i n 6 m M N a2 H P O 4 , 4 m M N a H2 P O 4 . H2 O, 1 % 
N o ni d et P -4 0, 1 5 0 m M N a Cl, 2 m M E D T A, 5 0 m M N a F s u p pl e m e nt e d wit h pr ot e a s e ( P M S F) 
a n d p h o s p h at a s e i n hi bi t or s ( Si g m a c o c kt ail s 1 a n d 2) , t o g et h er wit h gl a s s b e a d s. C ell s w er e 
l y s e d i n a F a st pr e p -2 4 m a c hi n e  ( M P Bi o m e di c al s). P h o s p h o -( S er/ T hr) A kt S u b str at e ( P A S) 
A nti b o d y ( 9 6 1 1, C ell Si g n ali n g) f or d et e cti o n of P -S 6 ( p 2 7) a n d a nti -r p s 6 ( a b 4 0 82 0, A b c a m) 
w er e u s e d at 1/ 2 0 0 0  dil uti o n . F or d et e cti o n , w e u s e d  t h e a nti -r a b bit H R P -c o nj u g at e d 
a nti b o d y ( 1/ 5 0 0 0 dil uti o n s) wit h t h e E C L W e st er n Bl otti n g D et e cti o n S y st e m ( G E H e alt h c ar e) 
a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’ s pr ot o c ol.  
 
Mi cr o arr a y s  
Mi cr o arr a y a n al y si s w a s  p e rf or m e d a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d (R alli s et al., 2 0 1 3 ). C ell s w er e 
gr o w n i n Y E S t o O D 6 0 0  = 0. 5 a n d h ar v e st e d. T ori n 1  tr e at m e nt s w er e d o n e f or 1 hr at a 
c o n c e ntr ati o n of 2 0 µ M. C aff ei n e/r a p a m y ci n tr e at m e nt s w er e al s o p erf or m e d f or 1 hr at 
c o n c e ntr ati o n s 1 0 m M C aff ei n e  a n d  1 0 0 n g/ ml r a p a m y ci n. T w o i n d e p e n d e nt bi ol o gi c al 
r e p e at s wit h a d y e s w a p w er e p erf or m e d. F or e a c h r e p e at, a c orr e s p o n di n g p o ol of T ori n 1 or 
c aff ei n e/r a p a m y ci n tr e at e d a n d u ntr e at e d wil d-t y p e a n d g af 1 Δ c ell s w a s u s e d a s a c o m m o n 
r ef er e n c e f or mi cr o arr a y h y bri di z ati o n. A gil e nt 8 × 1 5 K c u st o m -m a d e S. p o m b e  e x pr e s si o n 
mi cr o arr a y s w er e u s e d, wit h  h y bri di z ati o n s a n d s u b s e q u e nt w a s h e s p erf or m e d a c c or di n g t o 
t h e m a n uf a ct ur er’ s pr ot o c ol s. T h e mi cr o arr a y s  w er e s c a n n e d a n d e xtr a ct e d u si n g G e n e Pi x  
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( M ol e c ul ar D e vi c e s), pr o c e s s e d u si n g R s cri pt s f or q u alit y c o ntr ol a n d n or m ali z ati o n, a n d 
a n al y z e d u si n g G e n e S pri n g G X 3 ( A gil e nt ). W e d et er mi n e d g e n e s t h at w er e 1. 5 -f ol d u p -
r e g ul at e d or d o w n -r e g ul at e d i n b ot h r e p e at s  of T ori n 1 -tr e at e d a n d c aff ei n e/r a p a m y ci n -
tr e at e d g af 1 Δ  c ell s r el ati v e t o  T ori n 1 -tr e at e d a n d c aff ei n e/r a p a m y ci n -tr e at e d wil d -t y p e c ell s 
r e s p e cti v el y. 
 
C hI P -s e q  
C ell s w er e gr o w n i n Y E S t o a n O D 6 0 0  of ~ 0. 4. U ntr e at e d a n d T ori n 1 -tr e at e d ( 2 0 µ M f or 1 5 
mi n or  1 hr) c ell s w er e fi x e d i n 1 % f or m al d e h y d e f or 3 0 mi n a n d t h e n q u e n c h e d 1 0 mi n wit h 
1 2 5 m M gl y ci n e. P ell et s w er e w a s h e d wit h i c e -c ol d P B S, s n a p fr o z e n in li q ui d nitr o g e n a n d 
st or e d at -8 0 ° C. C ell p ell et s w er e r e s u s p e n d e d i n l y si s b uff er ( 5 0 m M H E P E S p H 7. 6, 1 m M 
E D T A p H 8, 1 5 0 m M N a Cl, 1 % T rit o n X-1 0 0, 0. 1 % s o di u m d o x y c ol at e , 1 m M P M S F a n d 
pr ot e a s e i n hi bit or s) . C hr o m ati n w a s o bt ai n e d f oll o wi n g c ell di sr u pti o n u si n g a F a st pr e p -2 4 
(M P Bi o m e di c al s ) a n d s h e ar e d u si n g a  Bi or u pt or (Di a g e n o d e ). D y n a b e a d s M -2 8 0 s h e e p 
a nti -ra b bit I g G w er e i n c u b at e d i n l y si s b uff er a n d 0. 5 % B S A f or 2 hr s wit h eit h er ra b bit a nti -
G F P ( A b c a m)  f or q u ery I P s or 5 µ l of ra b bit -a nti H A ( A b c a m)  f or c o ntr ol I P s. T h e n, 2  m g of 
C hr o m ati n e xtr a ct w er e i n m u n o pr e ci pit at e d f or 1 6 hr s u si n g t h e c orr e s p o n di n g a nti b o d y -
i n c u b at e d D y n a b e a d s. F oll o wi n g t h e w a s h e s , D N A w a s el ut e d, tr e at e d wit h R N A s e a n d 
pr ot ei n a s e K , a n d  p urifi e d u si n g t h e Qi a g e n P C R Mi ni El ut e kit. S e q u e n ci n g li br ari e s w er e 
pr e p ar e d u si n g t h e N E B N e xt ® ultr a D N A Li br ar y Pr e p kit f or Ill u mi n a ® ( E 7 3 7 0 L). D N A w a s 
s e q u e n c e d u si n g Ill u mi n a Mi -s e q wit h a  V 3 ki t, s e q u e n ci n g 7 5 b p o n e a c h e n d. S e q u e n c e s 
w er e ali g n e d t o t h e S. p o m b e  g e n o m e b uil d A S M 2 9 4 v 2 u si n g B o wti e 2. P e a k c alli n g w a s 
d o n e wit h  G E M  ( G u o et al., 2 0 1 2) ( s etti n g --k _ mi n 4  a n d --k _ m a x 1 8 ), a n d p e a k a n n ot ati o n 
w a s d o n e wit h  t h e R p a c k a g e C hI P p e a k A n n o ( Z h u et al., 2 0 1 0). Pe a k s w er e a n n ot at e d t o 
t h e cl o s e st T S S; f or p e a k s l yi n g wit hi n 5 0 0 b p of 2 di v er g e ntl y e x pr e s s e d g e n e s , p e a k s w er e 
a n n ot at e d t o b ot h g e n e s . N or m ali z ati o n s f or t h e pl ot s w er e p erf or m e d u si n g d e e pt o ol s  
( R a mír e z et al., 2 0 1 6) ( n or m ali zi n g t o R P G C a n d u si n g t h e p ar a m et er s – c e nt er R e a d s –
bi n si z e 1 0 – s m o ot h L e n gt h 2) . F urt h er a n al y se s w er e c arri e d o ut wit h  R s cri pt s ( htt p:// w w w.r -
pr oj e ct. or g/). T h e  C hI P -s e q d at a ar e a v ail a bl e fr o m E N A at t h e f oll o wi n g pri m ar y a n d 
s e c o n d ar y a c c e s si o n n u m b er s : P R J E B 3 2 9 1 0  a n d E R P 1 1 5 6 4 7 . 
 
N ort h er n a n al y s e s  
D et e cti o n of t R N A pr e c ur s or s w a s p erf or m e d a s d e s cri b e d  ( Ot s u b o et al., 2 0 1 8) u si n g 
Di g o xi g e ni n l a b el e d pr o b e s ( R o c h e), f oll o wi n g t h e m a n uf a ct ur er’ s i n str u cti o n s. A s a l o a di n g 
c o ntr ol, n ort h er n s w er e stri p p e d b y i n c u b ati n g f or 6 0 mi n at 6 0° C wit h 0. 1 % S D S, c h a n gi n g 
t h e s ol uti o n e v er y 1 0 mi n, f oll o w e d b y r e-h y bri di zi n g wit h a Di g o xi g e ni n l a b el e d pr o b e 
s p e cifi c f or c d c 2  ( c d c 2-S R T G G G C A G G G T C A T A A A C A A G C) a s d e s cri b e d  ( Cl é m e nt-Zi z a et 
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al., 2 0 1 4) . Q u a ntifi c ati o n of n ort h er n bl ot s h a s b e e n p erf or m e d b y I m a g e J ( S c hi n d eli n et al., 
2 0 1 2)  a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d ( R alli s et al., 2 0 1 4). R ati o s of e a c h t R N A b a n d si g n al wit h t h e 
c orr e s p o n di n g c d c 2  l o a di n g c o ntr ol h a v e b e e n n or m ali z e d wit h t h e r ati o at ti m e p oi nt 0 f or 
e a c h t R N A a n d g e n ot y p e.  
 
 
 
A c k n o wl e d g e m e nt s  
W e t h a n k N a zif Ali c  f or criti c al r e a di n g of t h e m a n u s cri pt , a n d P a w a n D h a mi ( G e n o mi c s a n d 
G e n o m e E n gi n e eri n g F a cilit y f u n d e d b y t h e C a n c er R e s e ar c h U K -U C L C e ntr e) f or h el p wit h 
s e q u e n ci n g.   
 
F u n di n g  
T hi s r e s e ar c h w a s f u n d e d b y a W ell c o m e Tr u st S e ni or I n v e sti g at or A w ar d [ gr a nt n u m b er 
0 9 5 5 9 8/ Z/ 1 1/ Z]  a n d B B S R C Pr oj e ct Gr a nt [ B B/ R 0 0 9 5 9 7/ 1 ] t o J. B., Q R f u n d s a n d  a U E L 
b a c k -t o-t h e-b e n c h pr oj e ct gr a nt t o C. R . S. G. w a s  f u n d e d b y a c o m p etiti v e U E L P h D 
st u d e nt s hi p gr a nt a w ar d e d t o C. R.  
 
A ut h or C o nt ri b uti o n s  
C o n c e pt u ali z ati o n, C. R.; M et h o d ol o g y, C. R., S. G., M. R -L., V. A. T., S. C. ; I n v e sti g ati o n, C. R., 
M. R -L., S. G., O. H ., V. A. T., E. T., S. C. , J. B. ; F or m al A n al y si s, C. R., M. R-L., S. G. , J. B. Writi n g, 
C. R. , J. B .; F u n di n g A c q ui siti o n, C. R ., J. B.; S u p er vi si o n: C. R. , J. B. 
 
C o m p eti n g I nt er e st s  
T h e a ut h or s h a v e n o c o m p eti n g i nt er e st s t o d e cl ar e.  
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FI G U R E L E G E N D S  
 
Fi g ur e 1. G e n o m e -wi d e s cr e e n f or T ori n 1 -r e si st a nt m ut a nt s.   A . T ori n 1 bl o c k s c ell 
pr olif er ati o n. T o p: t e n -f ol d s eri al dil uti o n s of wil d -t y p e c ell s s p ott e d o n ri c h s oli d m e diu m ; 
b ott o m:  g r o wt h pr ofil e s  i n ri c h li q ui d m e di u m u si n g a mi cr of er m e nt o r, i n a b s e n c e ( C o ntr ol) 
a n d pr e s e n c e of T ori n 1  a s i n di c at e d.  B . T ori n 1 l e a d s t o d e cr e a s e d c ell a n d v a c u ol e si z e s. 
C ell si z e of s e pt at e d  wil d -t y p e c ell s (t o p) a n d v a c u ol ar si z e ( b ott o m) d uri n g 2 hr tr e at m e nt s 
wit h T ori n 1 .  C . T ori n 1 alt er s p h o s p h or yl ati o n st at u s of tr a n sl ati o n al r e g ul at or s. 
P h o s p h or yl at e d  ( P) a n d t ot al a m o u nt s ( T) of ri b o s o m al S 6 a n d eI F 2 α  pr ot ei n s i n wil d -t y p e 
c ell s f oll o wi n g 1 hr T ori n 1  tr e at m e nts  i n ri c h (Y E S ) a n d mi ni m al ( E M M 2 ) m e di a  a s i n di c at e d .  
D . D e si g n of  g e n o m e -wi d e s cr e e n s  t o i d e ntif y m ut a nt s t h at ar e r e si st a nt t o T ori n 1 -m e di at e d 
gr o wt h i n hi biti o n . W e s cr e e n e d  Bi o n e er v er si o n s 2  ( 3 0 0 5 m ut a nt s) a n d 5 ( 3 4 2 0 m ut a nt s) of 
g e n o m e -wi d e d el eti o n li br ar i e s (Ki m et al., 2 0 1 0 ) i n t w o i n d e p e n d e nt r e p e at s e a c h, u si n g 2 0 
µ M T ori n 1  o n ri c h s oli d m e di u m  ( Y ES) .  E . R e pr e s e nt ati v e e x a m pl e of d el eti o n li br ar y pl at e 
wit h  T ori n 1 , c o nt ai ni n g  1 5 3 6 c ol o ni e s/ pl at e wit h e a c h m ut a nt pri nt e d  i n q u a dr u pli c at e. R e d 
b o x e s i n di c at e t hr e e T ori n 1 -r e si st a nt m ut a nt s.  F . T ori n 1  s e n siti vit y t e st u si n g s p otti n g 
a s s a y s  f or a wil d -t y p e c o ntr ol (wt ) a n d t h e 1 9 r e si st a nt m ut a nt s i d e ntifi e d, a p pl yi n g  
i n cr e a si n g T ori n 1  c o n c e ntr ati o n s a s i n di c at e d. R e d fr a m e s: 4 m ut a nt s s h o wi n g t h e str o n g e st 
r e si st a n c e t o all T ori n 1  c o n c e ntr ati o n s t e st e d.  G . S c h e m e  of c ell ul ar pr o c e s s e s a s s o ci at e d 
wit h  t h e 1 9 g e n e s i d e ntifi e d t h at ar e r e q uir e d f or T ori n 1-m e di at e d gr o wt h i n hi biti o n  (i n di c at e d 
i n r e d).   
 
Fi g ur e 2 . G af 1 i s r e q ui r e d f or n or m al c hr o n ol o gi c al lif e s p a n.   A.  C hr o n ol o gi c al lif e s p a n 
a s s a y s  i n wil d -t y p e (wt ) a n d g af 1 Δ  m ut a nt c ell s  gr o w n i n E M M 2, gr o w n i n t h e a b s e n c e or 
pr e s e n c e of 8 μ M T ori n 1 a s i n di c at e d.  Err or b ar s r e pr e s e nt t h e st a n d ar d d e vi ati o n c al c ul at e d 
fr o m t hr e e i n d e p e n d e nt c ell c ult ur e s, wit h e a c h c ult ur e m e a s ur e d t hr e e ti m e s at e a c h 
ti m e p oi nt. B. A U C f o r lif e s p a n a s s a y s of  wt  a n d g af 1 Δ  m ut a nt c ell s  wit h o ut or wit h T ori n 1 
tr e at m e nt a s i n di c at e d. V erti c al b ar s s h o w  t h e T ori n 1 -m e di at e d i n cr e a s e i n a v er a g e A U C 
v al u e s f or wt ( bl a c k) a n d g af 1 Δ  (r e d), wit h p v al u e r efl e cti n g t h at t h e lif e s p a n i n cr e a s e i s 
si g nif i c a ntl y l ar g er i n wt t h a n i n g af 1 Δ c ell s .  
 
Fi g ur e 3 . G af 1 -d e p e n d e nt  g e n e  e x pr e s si o n .  A.  T o p p a n el s : Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of 
c ell s e x pr e s si n g G F P -t a g g e d G af 1 (l eft) wit h c hr o m ati n st ai n e d  b y H o e c h st 3 3 3 4 2 ( mi d dl e) 
aft er 1 0 mi n  e x p o s ur e t o 2 0 µ M T ori n 1 .  B ott o m p a n el s: Fl u or e s c e n c e mi cr o s c o p y of li v e 
G af 1 -G F P c ell s , s h o wi n g st a c k pr oj e cti o n s of 1-mi n  ti m e l a p s e s i n Y E S  m e di u m . C ell s a r e 
s h o w n b ef or e ( 0 mi n) a n d i n 1 -mi n i nt er v al s aft er a d diti o n of  eit h er D M S O ( s ol v e nt c o ntr ol; 
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u p p er p a n el s) or T ori n 1  s ol uti o n ( 2 0  µ M fi n al;  lo w er p a n el s). G af 1 -G F P i s vi si bl e i n si d e t h e 
n u cl e u s i n all c ell s wit hi n  3  mi n aft er  T ori n 1  a d diti o n. S c al e b ar s : 5 mi cr o n s.   
B.  Hi er ar c hi c al cl u st eri n g of mi cr o arr a y d at a . Col u m n s r e pr e s e nt wil d -t y p e (wt ) or g af 1  
d el eti o n m ut a nt s ( g a f 1 Δ) b ef or e ( U ntr e at e d) a n d aft er 1 hr tr e at m e nt wit h 2 0 μ M T ori n1  or 
wit h 1 0 m M  c aff ei n e a n d 1 0 0 n g/ ml  ra p a m y ci n  ( C aff + R a p). Ro w s r e pr e s e nt t h e 1 9 8 g e n e s 
w h o s e m R N A l e v el s c h a n g e d ≥ 1. 5 ‐f ol d i n T ori n 1 -tr e at e d g af 1 Δ  c ell s r el ati v e t o wil d -t y p e 
c ell s , c o n si stin g of 9 0 g e n e s s h o w i n g hi g h er e x pr e s si o n i n g af 1 Δ  c ell s  (r e d b ar) a n d 1 0 8  
g e n e s s h o wi n g l o w er e x pr e s si o n i n g af 1 Δ  c ell s  ( bl u e b ar). I n u ntr e at e d c ell s, o nl y 3 g e n e s 
s h o w e d ≥ 1. 5 -f ol d e x pr e s si o n c h a n g e s i n g af 1 Δ  r el ati v e t o wil d-t y p e c ell s. A v er a g e R N A 
e x pr e s si o n c h a n g e s (fr o m 2 i n d e p e n d e nt r e p e at s) i n t h e diff er e nt g e n eti c a n d 
p h ar m a c ol o gi c al  c o n diti o n s r el ati v e t o wt c o ntr ol c ell s ar e c ol or -c o d e d a s s h o w n i n t h e 
l e g e n d at b ott o m. T h e or a n g e b ar s at l eft i n di c at e 4 3 g e n e s w h o s e pr o m ot er s w er e b o u n d b y 
G af 1  a ft er 6 0 mi n wit h T ori n 1.  C . Pri n ci p al c o m p o n e nt ( P C) a n al y si s of all g e n e s m e a s ur e d 
b y mi cr o arr a y s . P C 1 s e p ar at e s u ntr e at e d c ell s fr o m c ell s tr e at e d wit h T ori n 1 ( T) or c aff ei n e 
a n d r a p a m y ci n ( C T) , w hil e P C 2 s e p ar at e s wil d-t y p e (wt , bl u e ) fr o m g af 1  d el eti o n m ut a nt s 
(g af 1 Δ , r e d). T h e p er c e nt a g e s of t h e x - a n d y -a x e s s h o w t h e c o ntri b uti o n of t h e 
c orr e s p o n di n g P C t o t h e diff er e n c e i n t h e d at a.  
 
Fi g ur e 4 . G af 1  r e g ul ati o n of pr ot ei n -c o di n g a n d t R N A g e n e s .  A.  G af 1 bi n di n g sit e s 
a cr o s s  t h e t hr e e S. p o m b e  c hr o m o s o m e s , b ef or e ( 0 mi n, bl u e) a n d aft er  tr e at m e nt wit h 2 0 
µ M  T ori n 1  ( 6 0 mi n, or a n g e).  B . Hi er ar c hi c al cl u st eri n g of mi cr o arr a y e x pr e s si o n d at a f or  1 5 0 
pr ot ei n -c o di n g  g e n e s b o u n d b y  G af 1 aft er T ori n 1 tr e at m e nt  a n d f or w hi c h e x pr e s si o n d at a 
w er e a v ail a bl e f or all c o n diti o n s . T h e c o n diti o n s h a v e b e e n cl u st er e d a s w ell (r e d tr e e o n t o p) 
a n d ar e gr o u p e d  a s f oll o w s: u ntr e at e d wil d -t y p e a n d g af 1 Δ  c ell s (U wt, U g af 1 ), 
c aff ei n e +r a p a m y ci n - or T ori n 1 -tr e at e d g af 1 Δ  c ell s  (C R g af 1, T g af 1 ), a n d c aff ei n e +r a p a m y ci n- 
or T ori n 1 -tr e at e d wil d-t y p e c ell s  (C R wt, T wt ). E x pr e s si o n c h a n g e s ar e c ol or -c o d e d a s 
d e s cri b e d i n Fi g. 3 B.  C . G af 1 s h o w s i n cr e a s e d bi n d i n g t o t R N A g e n e s aft er T ori n 1 
tr e at m e nt. T o p , r e d c ur v e s: a v er a g e G af 1 -bi n di n g pr ofil e s ali g n e d t o t h e tr a n s cri pti o n st art 
sit e s ( T S S) of all S. p o m b e  t R N A g e n e s b ef or e ( 0  mi n) a n d aft er ( 6 0 mi n ) T ori n 1  tr e at m e nt 
a s i n di c at e d , al o n g wit h c orr e s p o n di n g c o ntr o l C hI P-s e q  e x p eri m e nt s  (H A ). B ott o m: 
h e at m a p s of G af 1 bi n di n g ar o u n d t h e T S S of all  1 9 6 t R N A s, or d er e d b y n or m ali z e d C hI P -
s e q c o v er a g e .  D . N ort h er n bl ot a n al y s e s  f or l e u ci n e, m et hi o ni n e a n d a s p ar a gi n e pr e c ur s or 
t R N A s fr o m wil d-t y p e a n d g af 1 Δ  c ell s, tr e at e d wit h 2 0 μ M T ori n 1  o v er 1 2 0 mi n  a s i n di c at e d . 
Pr o b e s t o d et e ct t h e pr e c ur s or t R N A s ar e i n di c at e d i n r e d at l eft ( Ot s u b o et al., 2 0 1 8). 
Pr o b e s f or c d c 2 w er e u s e d a s a l o a di n g c o ntr ol.  R el ati v e t R N A a m o u nt s ( n or m ali z e d t o ti m e 
0) h a v e b e e n m e a s ur e d  u si n g  I m a g e J. 
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Fi g ur e 5 . M o d el d e pi cti n g  t r a n s cri pti o n al c o ntr ol of t r a n sl ati o n d o w n str e a m of T O R C 1, 
m e di at e d b y G af 1 .  F oll o wi n g T O R C 1 i n hi biti o n, G af 1 a cti v at e s t h e tr a n s cri pti o n of g e n e s 
f or s m all-m ol e c ul e m et a b oli c p at h w a y s a n d r e pr e s s e s t h e tr a n s cri pti o n of t R N A s a n d ot h er 
g e n e s f u n cti o ni n g i n tr a n sl ati o n (t h e l att er vi a i n dir e ct c o ntr ol, h at c h e d) . T o g et h er wit h t h e 
S 6 K -m e di at e d tr a n sl ati o n al c o ntr ol  ( M a a n d Bl e ni s, 2 0 0 9), t hi s tr a n s cri pti o n al br a n c h 
d o w n str e a m of T O R C 1 c o ntri b ut e s t o l o n g e vit y.  
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S U P P L E M E N T A L M A T E RI A L  
 
Fi g.  S 1 . C h ar a ct eri z ati o n of T ori n 1 -r e si st a nt str ai n s .  A.  R e si st a n c e t o T ori n 1  i s n ot a 
r e s ult of m ulti -dr u g r e si st a n c e. S p ot a s s a y s of wil d -t y p e a n d t h e 1 9 r e si st a nt m ut a nt s  i n 
pr e s e n c e of diff er e nt dr u g s a s i n di c at e d. C o ntr ol m ut a nt s t h at s h o w m ulti -dr u g s e n siti vit y ar e 
al s o s p ott e d (v a m 6 Δ , gtr 1 Δ , gtr 2 Δ ) t o s h o w t h at t h e dr u g s ar e f u n cti o n al.   
B.  P h o s p h or yl ati o n st at u s of ri b o s o m al S 6 pr ot ei n i n v erifi e d T ori n 1 -r e si st a nt m ut a nt s i n t h e 
pr e s e n c e or a b s e n c e of T ori n 1  a s i n di c at e d.  C.  C ell si z e u p o n di vi si o n of wil d -t y p e a n d 
r e si st a nt m ut a nt c ell s , b ef or e ( bl u e) a n d aft er  ( y ell o w) T ori n 1  tr e at m e nt.   
 
Fi g. S 2.  Vi s u ali z ati o n of all G O Bi ol o gi c al Pr o c e s s c at e g ori e s e nri c h e d a m o n g t h e 1 0 8 
g e n e s t h at ar e r e pr e s s e d ( d o w n) a n d t h e 9 0 g e n e s t h at ar e i n d u c e d ( u p). G e n e e nri c h m e nt 
a n al y si s w a s d o n e u si n g g: pr ofil er ( htt p s:// a c a d e mi c. o u p. c o m/ n ar/ a d v a n c e -
arti cl e/ d oi/ 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k z 3 6 9/ 5 4 8 6 7 5 0). R e s ult s  w er e  pl ot te d u si n g a c u st o m R s cri pt. 
C ol or s r e pr e s e nt  -l o g1 0  p v al u e s  f or t h e G O t er m e nri c h m e nt s . T h e s i z e of t h e b u b bl es  
r e pr e s e nt s t h e r ati o b etw e e n t h e n u m b er of g e n e s i n t h e g e n e li st a n d t h e t ot al n u m b er of 
g e n e s i n t h e G O c at e g or y (i n p er c e nt a g e); o nl y t er m s wit h p v al u e s  < 0. 0 5 ar e r e pr e s e nt e d.  
 
Fi g. S 3.  Vi s u ali z ati o n of all G O Bi ol o gi c al Pr o c e s s c at e g ori e s e nri c h e d a m o n g t h e 2 4 5  
pr ot ei n -c o di n g g e n e s w h o s e pr o m ot er s  ar e b o u n d b y G af 1  aft er 6 0 mi n of T ori n 1 tr e at m e nt . 
S e e Fi g. S 2 f or d et ail s.  
 
Fi g.  S 4 .  G af 1 bi n di n g p e a k s wit hi n C hr o m o s o m e II r e gi o n c o nt ai ni n g cl u st er e d t R N A g e n e s 
( m ar k e d i n r e d). Bi n di n g pr ofil e s ar e s h o w n f or c ell s b ef or e ( 0 mi n) a n d 6 0 mi n aft er 
tr e at m e nt wit h T ori n 1 a s i n di c at e d. Si g n al s fr o m e x p eri m e nt al  I P s ( G F P) ar e s h o w n i n bl u e, 
w hil e c o ntr ol I P s  ( H A) ar e s h o w n i n gr e y.   
 
T a bl e S 1. Li st of t h e 1 9 m ut a nt s t h at s h o w r e si st a n c e t o T ori n 1 . M ut a nt s wit h bl a c k f o nt s ar e 
s h o w n pr e vi o u sl y t o b e r e si st a nt t o T ori n 1. M ut a nt s wit h r e d f o nt s ar e fir st r e p ort e d a s 
T ori n 1 -r e si st a nt i n t hi s st u d y. 
 
T a bl e S 2.  Li st s of g e n e s t h at ar e ≥ 1. 5 f ol d -diff er e nti all y e x pr e s s e d i n g af 1 Δ  c o m p ar e d t o 
wil d -t y p e c ell s f oll o wi n g 6 0 mi n tr e at m e nt wit h 2 0 μ M T ori n 1 
 
T a bl e S 3.  Li st of g e n e s w h o s e  pr o m ot er s ar e  b o u n d b y G af 1  b ef or e a n d 6 0 mi n aft er  T ori n 1  
tr e at m e nt. 
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